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{一 ) 抗 凝血 活 酶 组 份 的 纯化 
1. DEAE—Sephadex A—5S0# EH 
HERETO S, 1979. KR Rae, EC. M— 
Sephadex C 一 25 柱 。 
2. C.M--Sephadex C—~25#: BHT 
Ark R6 EB Ee CREASE, 1979) WIS Ede, Sephadex G 一 75 柱 。 
3. Sephadex G—75 Rit 
C.M—Sephadex C —25HJ2 Br38 UGK. BBWS, 0.05 MEME E 
MAEM, ESephadexG—754E (1.6 x 11080), BFR, 恕 图 
1 ， 收 集 图 中 阴影 前 份 ， 直 接 上 SE 一 Sephadex C 一 25 柱 。 . 
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Fig. 1 The gel filtration pattern of antithromboplastin principle 
on Sephadex G—75 
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4. SE—Sephadex C—25 gf "S 

SE—Sephadex C —25 柱 (1.5x 708K) 用 上 述 钥 冲 菠 平衡 ， 上 上 样 后 先 用 平 
AMR, AHO—0.6M NaCl 直 线 梯度 洗 陪 , M2, VOKBIEN GO, Be 
M, Sephadex G—25 UR SK UP M. 
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Fig. 2 The column chromatography pattern of antithromboplastia principle 
on SE-Sephadex C—25 


(=) 纯度 鉴定 


DEFE REPOR D ME D TE OR PORC I OK, SDS—N PEE ER 
KENARHNE, NASA KEEN, 
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按照 Chang 等 人 (1978) 的 方法 ， 采 用 微量 Edman KARN (DABITO) win 
lo Na HRS NOR OB 3 ) 


Fig. 3 N-terminal resides analytt of the antithromboplantia 
prigciple 
First dimension, acetic acid: water= 1:2 em 
Secend dickeesion, toluene! n-hexane! acetic acid 
= 23151 (¥/¥/y) 
A red spot appeared on the polyamide shest after 
C thé treatmant with HC! vapour, which located at ` 
the side correspounding to the DABTH-Histidine. 
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(四 ) 分 于 量 和 等 电 点 测定 
Hub e (1081) fne, MRE ARE NAE A T 0 0 124000 


26 . 007 ayyy 0 07 63 
AUR M, 用 SDS RETETE TEID, 0002 ARM, EROS RS ARG RAO. d 
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PLO. 35 SE DUE Lo ARA, iid du OS » BMA 3 MF 
RELBM 2 RTA NEKEA, MIRASA, 110cK MI. 

BRO SEGA, MOARE, 1000 放置 2 小 时 ,然后 加 
DEK, KEEF, MERA 2 一 3 狼 以 除去 样品 中 过 量 的 过 甲酸 ， 再 加 入 0.6 豪 升 E 
WEM, 0.3EA1 % 了 栈 ， 混 匀 后 真空 充 氮 封 管 ，110*C 水 解 24 小 时 。 

KMS, HEREER, 分 别 用 氏 基 了 自动 分 析 仪 (月 立 835 型 ) MBE, AM 
列 于 表 ! 。 





Table 1 Amino acid composition of antithrombopiastin principle 

Asp 26$ TI Val 1 

The Eu Met 2 

Ser 5 E Ile 2 

E un n 

* Pro 5 10 je. LEE ut à 
“Gly 19 4 Phe 六 t 

Ala 6 Lys 15 

My Hs 

Arg 5 Trp PENES UM 

Total 119 M.W. 18,844 
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(七 》 对 凝血 系统 的 体外 作用 IDE 
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Table 2 l The effects of the aatithromboplastin principle on plasma 


7 recalcification time, prothrombin time and thrombin time . 
ee 





Recalcification Prothrombin time Thrombin time e. 
time (sec.) (sec, ) (sec.) 
Control 179 16.7 14.3 
* Ing/ml 180 15.7 14.5 
* 10,g/ml 2480 18.6 14.6 
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Fig. à The effect of antithromboplastia 
principle on the generation cf 
bicod thromboplastin. 

[. control X ——x 
I. 9.5 ug/ml antithcomboplestin 
principle .—— 4 
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Table 3 The dissolution of fibrin by the antithromboplastin principle 
(plate methed, mm? indicates dissolution) 
Y MEM E Standärd plate Heated piate 
d ^ eon ^——— 9 i 0 
Principle 1 mg/ml 0 9 
0.1 mg/ml 和 0 
= - ~- Streptokinase 59 U/ml 8% 
Trypsin 10 ug/ml y » 
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X, tUm deme. EXEAT ILNECRNENEHE MAP SEEN ( 表 4)。 这 
45,368], DUE IL TE Be 8 49 (CDU P AE RE, Sik PE SCIO FU 
果 相 符 。 





Table 4 The effects of the antithromboplastin principle on whole blood coagulation 
time, plasma recalcification time, prothrombin time, Ac-globulin dissolution 


time aud fibrinogen content after intravenous injecting into cabbits 





Time of Whole blood  Rocaícification Prothrombin Ac-giobulin Fibrinogen 
coagulation dissolution content 
estimating time (min.) time (sec.) time (sec.) time (hr.)  (mg/100 ml) 











Before injec. 3.6 101 11 >u 310 
Doses ten min, 

after injecting 26 1190 14 24 460 
60 pg/kg thirty mir 22.25 0 13 224 369 

one hour 3.4 16 . 13 >24 404 
100 ug/kg Befor injec. > 8.4 107 14 PT 340 

ten min. i 

after injecting ` >34 21800 15.7 >u 350 

thirty min. 53. wad 237 12 24 324 

one hour * 3.68 111 12 24 348 
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NIMES), REMERAGEREOKRERE E LC TE BEI PUR, 2H 
PES SHAT 0 BELRUR CURE A. 活性 是 否 栖 关 呢 ? 为 此 , RORKT 
punc cc HH on EER ORS SCRE, BSE He TE 
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Table 5 Neutralization’ of the diticoagalant action of the antithromboplastin principle 


pE 








Doss , Afteradding 0.1 ml buffer After adding0.1 ml anti-venom seram 
2 pg/ml $4 Ue $ 
20pg/ml >10 i 天 10 
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« Estimating system: The tubes containing 1 ml plasma were brought to 37* C ip a thermostat bath. 
0.1 ml of different concentrations of the principle in 10 mM Tris-HCI buffer, pH 7,4 were added, mixed 
and incubated for 1 minute. Then, the plasma was reacalcified with 0.1ml of 8.25M CaCl, (Owing to 
the’ presence of the principle, plasma recacification time was longer than 10 minutes, while recacification 
(ime of plasma without the priaciple was 3.5 minutes). After mixing fer 10 minutes, the tubes were 
added with 0.1ml of the buffer or anti-venom serum, which has no effect on plasma recacification time, 
and checkel every 30 seconds for clotting Éy gentle 'tiltings `° 
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欧阳 及 其 他 工作 者 (1972, 1973, 1976, AMM, 1975 从 五 步 蛇毒 和 竹 叶 凑 蛇 
SH TUM, HORT CNN RAEN, SENTRA 
AA, HUMANA RARIRRA TH, BRR RAS CR 2) 
体外 实验 表明 ， 它 不 延长 血浆 凝血 酶 原 时 间 , 说 明 它 不 抑制 组 织 凝 血 活 酶 的 生成 ( 表 2 )。 
(ACME AR OSME EM SSAA OR D 

SALERARILARERRAS AMER, RARER 
Are (Boffa 等 , 1976， 人 欧阳 等 ，1981)。 关 于 前 两 种 蛇毒 抗 莹 作用 的 机 理 ，Boffa 和 欧阳 
SAUH, SLAHRERERADTHAERH, CEDUBUSATCR ERGRRUD, 
HFEMN SRT RROT OBER, DATRMATSRROTOHEE, AB 
响 了 它们 的 医 化 。Condrea 等 (1981) PIU PAC RRMA WARE ER 
活性 之 间 页 乏 对 应 的 关系 。 他 们 指出 ， 员 然 所 有 的 殉 幅 酶 A 在 用 量 大 到 足以 耗 足 血浆 中 
OME, PMS, ATTRA, IRIE eR 
A, EPRI Bie RMS BREE Fe Ree, TE ET EDU LG 
活 醉 组 份 抗 比 作 用 的 中 和 试验 表 硼 .《 均 5)， 恬 浆 中 磷脂 的 水 解 似乎 并 不 是 血浆 置 铺 化 
对 间 延 迟 的 主要 蛛 因 ， 瘟 蛇毒 抗 凝 生活 酶 组 份 的 抗 凝 作用 的 机 理 很 可 龙 是 ， 它 能 够 同 频 
ZpS WELL IU EG EHE BI T9] OU A AFR TEREE. 一旦 搞 
RHENAHRRAC ROME, KERRI DICIS, MOLUUSEONERUS, di 
MaUETKRdEBHNANE. — 

ES GBD REC EDO SELLER AUN UR, 5 
部 分 纯化 的 组 份 相 比 ， 症 化 组 份 对 凝血 系统 的 作用 有 如 下 不 同 ， S, oe a 
作用 比 部 分 纯化 的 组 份 强 10 倍 ,， BOR a RE RS E W 纯化 组 份 对 血液 北 
ME RS, RARE ERU TM, BARBER 
HPEREMEMHER, B=, KAPERS ARAD, HERRERA 
Bx OE EMSNIS— 229600030 MRM (105) 降低 ， 而 注射 纯化 组 份 则 无 此 
现 参 。 上 述 不 同 很 可 能 是 由 于 在 初步 纯化 的 组 份 中 还 混杂 有 其 它 影 响 医 血 系统 的 成 分 。 
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AESENKUR AES. NITE (GERS, 1980 XU], SOMOS A 
d AGREE EM, MEL AEE MERUD ERRA EARE. ARN 
ENRE BA RERCREUER]— UR. OST REX—A, REDEGIT TTG CAE RERUM 
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STUDY ' ON’' ANTÍCGAGULANT MECHANISM OF AN 
ANTICOAGULATION PRINCIPLE OF 4GKISTRODON 
: HALYS-PALLAS VENOM: FROM ZHEJIANG PROVINCE. 


Tu Gisnachos. Ye Wenjuan Cas Qingna Ren Yonglu | 
l Ince eiie of iae Academia Sinica) 


Cheng Dawei ‘Zhang Wei Ruan Changgeng 

^ Wushou Medica! College) 

ps $e | quu bk i ker a ; 
~ Using ion-exchange column EEEE and xd filtration, we e purified 
an anticoagalation principle fro Agkistrodon. halys -Pallas venom, The- pu- 
rified principle is homogenous on polyacrylamide gel- electrophoresis and consists 
of 119 amino acid residues ;;It shows the; following charecteristics.: molecular- . 
weight, 15, 000 Daltoga, , ispekogiric: pointi 9 4y N-terminal residue is histidine. 

The principle has remarkable effect on plasma recalcification time, but it 
does not prolong plasma prothrombin time and thrombin time. It can inhibit 
bbood thromboplastin generation even if at low concentration (0.5ug/ml) . 
Both whole blood coagulation time and plasma recalcification time are appa- 
rently prolonged, but prothrombin time, fibrinogen content and whole blood 
clot dissolution time are not affected ten minutes after intravenous injection of 
the principle into rabbits, 

The principle possesses phospholipase A, activity, But, it seems that the 
hydrolysis of plasma phospholipids is not an important faotor that accounts for 
the delay of plasma recalcification time induced by the principle. It is proba- 
bly that the principle can reversely bind with the constituents of thrombopla- 
stin (phospholipids) in plasma thereby interferes with the activation of proth- 


rombin, 
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